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背景 
	 F０F１-ATP 合成酵素は,ミトコンドリアや葉緑体チラコイド膜、バクテリア内
膜に無数に存在する分子量約５０万の膜タンパク質である. 
この酵素の F1部分は ATP の合成と加水分解を可逆的に行うことができる.その
時 F1のγ,εサブユニットと F1の c サブユニットが一体となって回転する. 
	 	  
図 1	 	 F1Fo−ATP 合成酵素 
(左)FoF1−ATP 合成酵素の模式図。図上部が生体膜内、図下部が膜外である。H+が Fo 部位を通
過するのと共役して F1部分で ADP と Piから ATP を合成する。その時、Fo部分の c,F1部分の
ATPase が ATP を ADP と Piに加水分解する時、α,βサブユニットに対してγεは回転する。
その時の回転はATP合成と逆向きである。(右)Fo部分の模式図。Fo部分は1個のa,2個のb,10~14
個の c サブユニットからなる。[1]より引用し修正を加えた。 
 
 εサブユニットにも ATP が結合することが知られている.ATP が結合する
と,Folded,ATP が解離すると Extended 構造を取る. 
Extended 構造の時,εサブユニットはγサブユニットに沿うように伸び,F1 の加
水分解の回転を阻害することが知られている(図.2). 
 
FoF1 F1 Fo 
図 2 
εサブユニットの Folding 状態と Extend 状態を表したもの。各サブユニットは白−α, 橙
−β,紫−γ,青−εである。α,βサブユニットの一部は省略してある。 
ATP がεサブユニットから離れるとεサブユニットの C 末端ドメイン(図：円筒部位)はγ
サブユニットに沿うように伸びγサブユニットの回転を阻害する。文献[2]より引用. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究の目的 
X 線結晶構造解析または NMR 構造解析ではタンパク質の構造の動的変化を見
ることは難しい。これらを明らかにするため,εサブユニットの X 線結晶構造の
データを用いて分子動力学計算を通して,改良された力場での ATP の結合した
εサブユニット,εサブユニットのみの構造を用いて分子動力学計算による構造
の変化の比較を研究の目的とした。 
方法 
	 分子動力学法(MD)を用いる.MD は、全ての分子一つ一つの運動について,運
動方程式(F=ma)を解くことにより直接その奇跡(トラジェクトリー)を追跡しよ
うとする手法である。 
初期構造は X 線結晶構造解析で解かれた分解能 1.92Åの好熱菌 F1-ATPase のε
サブユニット[4](PDB:ID,2E5Y)を用いた.表１の通り,3 つの異なるシミュレー
ションを試みた. 
 
サブユニットと基質 ε＋ATP ε＋ATP ε 
力場 改良された力場 CHARRM36 改良された力場 
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図 3 150ns の RMSD	 (左)εサブユニットのみ(右)εサブユニット+ATP の時 
ATP なしの方が RMSD が大きくなっていることがわかる. 
これにより ATP がεサブユニットに結合した方が閉じた構造は安定している。 
 
今回のシミュレーションでは GENESIS[3]を利用した. 
ステップサイズは 2fs,レナード・ジョーンズポテンシャルの cut off は 1.2nm,
遠距離に及ぶクーロン相互作用の計算には, 
エワルド法をフーリエ変換により高速化した PME(Perticle Mesh Ewald)法を
利用した.系の温度は 300K の一定の条件下で計算した.力場は改良された力
場,CHARRM36 をそれぞれ利用した.MD 計算の前に,タンパク質拘束下で最急
降下法を用いたエネルギー最小化を 2000 ステップ行い。0K から 300K までの
安定した温度上昇を 5000 ステップ行い。タンパク質の主鎖以外の拘束を解き
300K に置いて 50000 ステップの平衡化計算を行った。これらの手順を踏む理
由は初めから MD 計算をすると系が不安定なので系が崩れてしまう可能性があ
るからである。最後に 150ns の MD 計算を行った。 
 
結果 
タンパク質がどれくらい揺らいでいるか,確認するため RMSD を解析した.   
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図 4 εサブユニットと ATP の結合の様子(左)緑線:改良された力場の時.青線:original の力
場の時.紫:実験値.εサブユニットと ATP の結合箇所(右)引用[2] 
 
ARG122-NE−ATP-O2B 
 
また,ATP-εサブユニット間距離を解析した. 
εサブユニットには ATP と水素結合している部分がある.ATP のリン酸部位で
水素結合している箇所の距離が大きく揺らぐ結果となった. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
まとめ 
TF1εサブユニットの ATP 結合状態と全体の構造の変化を見るために,X 線結晶
構造で得られた構造を使用し,改良された力場でのATP+ε,ε,originalの力場で
の ATP+εの３つの系で分子動力学計算により解析した.RMSD の結果を通し
て,ATP がεサブユニットに結合することによってεサブユニットの折りたた
みの状態がεサブユニットなしの時に比べて安定することが言える.また 150ns
のシミュレーションではεサブユニットが延びた構造になる様子は見られなか
った.ATP 結合距離の解析により,ATP のリン酸部位とεサブユニット間の水素
結合は大きく距離が揺らいだ. 
参考文献 
[1] Yoshida, M.E.Muneyuki,and T.Hisabori, ATP synthase--a mavellous rotary engine of th cell. 
Nat Rev Mol Cell Biol,2001.2(9):p. 669-677. 
[2] Yagi , H., et al ., Structures of the thermophilic F1-ATPase εsubunit suggesting ATP-regulated arm 
motion of its C-terminal domain in F1.Proc Natl Acad Sci USA,2007.104(27):p. 
11233-11238. 
[3] Sugita,Y., et al., GENESIS: a hybrid-parallel and multi-scale molecular dynamics simulator with 
enhanced sampling algorithms for biomolecular and cellular simulations.WIREs Comput. Mol. Sci., 5, 
310-323 (2015).  
